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  [摘要] 目的:探讨乳腺癌组织过氧蛋白(PXDN)表达及其对预后的价值。方法:采用定量逆转录聚合酶链

反应(qRT-PCR)和免疫组织化学染色检测55例乳腺癌组织和30例良性结节PXDN表达,Kaplan-Meier法绘制

不同PXDN表达乳腺癌患者总体生存和无瘤生存曲线,Cox多因素回归模型分析乳腺癌预后的独立危险因素。
结果:乳腺癌组织PXDNmRNA相对表达水平和PXDN染色评分明显高于良性结节组织,差异有统计学意义

(P<0.05)。乳腺癌组织PXDN表达与年龄、肿瘤大小、TNM 分期、人表皮生长因子受体2(Her-2)表达情况无

关(P>0.05);PXDN表达与淋巴结转移、雌激素受体(ER)阴性和孕激素受体(PR)阴性有关(均P<0.05)。PX-
DN高表达组中位无瘤生存时间为53个月,PXDN低表达组中位无瘤生存时间为61个月,差异有统计学意义

(χ2=4.185,P=0.041)。PXDN高表达组术后中位总体生存时间为64个月,PXDN低表达组中位总体生存时间

为73个月,差异有统计学意义(χ2=4.315,P=0.038)。ER、PR、Her-2是影响乳腺癌无瘤生存的有意义风险因

素(均P<0.05);ER、PR、Her-2和PXDN表达是影响乳腺癌总体生存的有意义风险因素(均P<0.05)。结论:
乳腺癌组织PXDN表达上调,PXDN高表达是影响乳腺癌患者总体生存时间的独立危险因素。
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ExpressionofPXDNinpatientswithbreastcancerandits
clinicalvaluefortheprognosis
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Abstract Objective:ToexploretheexpressionofPXDNinbreastcanceranditsclinicalvaluefortheprognos-
ticprediction.Method:ExpressionofPXDNinfifty-fivebreastcancertissuesandthirtybenignnoduletissueswere
detectedbyusingreversetranscription-polymerasechainreactionandimmunohistochemicalstaining,respectively.
Theover-allsurvivalanddisease-freesurvivalcurvewasdrawnbyKaplan-MeiermethodindifferentPXDNex-
pressiongroup,independentprognosticfactorswereanalyzedbyCoxproportionalhazardsmodel.Result:Theex-
pressionlevesandICHscoresofPXDNwereincreasedinthebreastcancertissueswhencomparedtothebenign
noduletissues,therewasasignificantdifferencebetweenthetwogroups(P<0.05).PXDNexpressionwasclosely
correlatedwithlymphnodemetastasis,negtivestatusofERandPR(P<0.05),butnotwithage,tumorsize,TNM
stage,Her-2status(P>0.05).Themediandisease-freesurvivaltimeofthehighPXDNgroupwere53months,and
61monthsinthelowPXDNgroup,therewasasignificantdifferencebetweenthetwogroups(χ2=4.185,P=
0.041).Themedianover-allsurvivaltimeofthehighPXDNgroupwere64months,and73monthsinthelowPX-
DNgroup,therewasasignificantdifferencebetweenthetwogroups(χ2=4.315,P=0.038).Coxmultivariatere-
gressionanalysisshowedthatER,PR,Her-2statuswasindependentlyassociatedwithdisease-freesurvivalof
breastcancer,wherasER,PR,Her-2statusandPXDNexpressionwasindependentlyassociatedwithover-allsur-
vivalofbreastcancer(allP<0.05).Conclusion:PXDNisupregulatedinbreastcancer.PXDNisanindependent
prognosticindicatorofover-allsurvivaltimeinpatientswithbreastcancer.
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  乳腺癌是世界范围内常见的恶性肿瘤,其发病

率居女性恶性肿瘤的首位〔1〕。近10年来,我国乳

腺癌发病率逐年升高〔2〕,且发病呈年轻化趋势,目
前35岁以下乳腺癌患者约占15%。尽管目前对乳

腺癌的综合治疗取得了很大的进步,但是复发和远

处转移依然是导致乳腺癌最终死亡的主要原因〔3〕。
因此寻找预后评估可靠的生化指标对乳腺癌的防

治具有重要意义。过氧蛋白(peroxidasin,PXDN)
是一种过氧化物酶〔4〕,同时具有氧化特征和部分细

胞外基质蛋白特性。PXDN在多种上皮组织中低

表达或不表达,而在上皮来源的恶性肿瘤中表达异

常,提示PXDN有作为恶性肿瘤诊断和预后评估
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的潜在价值〔5〕。但是目前尚未见关于PXDN与乳

腺癌的相关报道。基于此,本研究采用免疫组织化

学染色和定量逆转录聚合酶链反应(qRT-PCR)检
测乳腺癌组织和癌旁组织PXDN表达,并进一步

分析PXDN表达与乳腺癌患者临床资料的关系,
旨在探讨PXDN对乳腺癌预后的预测价值。

1 资料与方法

1.1 样本采集与处理

收集2012-04—2013-08在我院肿瘤外科行手

术治疗的55例女性浸润性乳腺癌样本,另收集30
例同期在医院行微创手术的乳腺结节组织样本作

为对照;所有组织样本采集后用4%多聚甲醛固

定,石蜡包埋,制成厚度为4μm的切片。乳腺癌患

者纳入标准:术后经病理科检查确认病理类型,符
合《乳腺癌病理组织学分类》〔6〕(2003版)标准,患
者临床资料完整。排除标准:术前行放疗、化疗或

其他抗癌治疗,伴有其他恶性肿瘤者。
1.2 qRT-PCR检测组织PXDNmRNA表达

采用qRT-PCR法检测组织PXDNmRNA表

达,按照TRIZOL(美国Invitrogen公司)试剂盒说

明书提取总RNA,利用逆转录试剂盒(日本Taka-
ra公司)反转录为cDNA。一步法行定量PCR,以
GAPDH 作 为 内 参 基 因,PXDN 正 义 链 为 5'-
CAGGGACCTCGTTAATGGCT-3',反义链为5'-
CCGTTCAGACAGCTGACGTT-3'。GAPDH 正

义链 为5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3',反
义链为5'-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3'。
反应条件:95℃45s,65℃30s,72℃60s,45个循

环。ABI7900统计软件分析结果,PXDNmRNA
相对表达水平采用2-ΔΔCt法,以PXDN/GAPDH基

因的比值作为PXDNmRNA相对表达量。
1.3 免疫组织化学染色检测

采用免疫组织化学染色法检测组织PXDN蛋

白表达。取出样本组织,65℃加热烘烤30min,切
片用梯度乙醇脱水,组织切片中加入山羊抗PXDN
抗体(1500,福州迈新生物技术开发有限公司),
室温孵育1.5h;磷酸盐缓冲液冲洗3次,再加入辣

根过氧化物酶标记山羊抗小鼠IgG(武汉博士德生

物工程公司),室温孵育20min,磷酸盐缓冲液冲洗

3次。DAB染液显色15min,苏木素轻度复染,显
微镜下观察。以PBS代替一抗作为阴性对照组,
高表达PXDN切片作为阳性对照。双盲评分法对

染色进行评分,根据阳性细胞比例和染色强度采用

半定量评分法对结果进行评价。染色强度:无染色

代表0分,轻度染色代表1分,中度染色代表2分,
重度染色代表3分。阳性细胞比例:无阳性细胞代

表0分,阳性细胞比例<10%代表1分,阳性细胞

比例10%~50%代表2分,阳性细胞比例>50%代

表3分。根据Ero-Tolliver等〔7〕报道的PXDN免

疫组化染色判定标准,≤3分为PXDN低表达,≥
4分为PXDN高表达。
1.4 临床资料收集

收集乳腺癌患者临床资料包括患者年龄、肿瘤

体积、肿瘤病理特征、TNM 分期、淋巴结转移数

等。调查具有完整随访治疗的随访数据库,随访形

式包括门诊随访和电话随访,随访截止日期为

2018年1月1日;随访终点为末次随访或死亡日期

或复发日期。
1.5 统计学方法

采用SPSS22.0软件包进行数据处理,部分图

形利用 GraphPadPrism7.0软件绘制,计量资料

用x±s表示,2组间计量资料比较采用配对t检

验;计数资料比较采用χ2检验或fishers确切概率

法。采用Kaplan-Meier法绘制乳腺癌患者生存曲

线,Cox回归模型进行多因素分析。P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 乳腺癌组织和良性组织PXDN表达

乳腺癌组织PXDNmRNA相对表达水平明显

高于乳腺良性结节组织,差异有统计学意义(P<
0.05,图1a)。乳腺癌组织PXDN染色评分明显高

于乳腺良性结节组织,差异有统计学意义(P<
0.05,图1b)。PXDN主要表达于乳腺癌细胞质,
呈红棕色颗粒状(图2)。

a:乳腺结节和乳腺癌组织PXDNmRNA表达比较;b:乳腺

结节和乳腺癌组织PXDN染色评分比较。
图1 乳腺癌组织和良性组织PXDN表达

2.2 乳腺癌组织PXDN表达与临床资料的关系

按照PXDN免疫组化染色判定标准,55例乳

腺癌患者分为PXDN低表达组16例和PXDN高

表达组39例;乳腺癌组织PXDN表达与年龄、肿
瘤大小、TNM 分期、人表皮生长因子受体2(hu-
manepidermalgrowthfactorreceptor2,Her-2)表
达无关(P>0.05);PXDN表达与淋巴结转移、雌
激素受体(estrogenreceptor,ER)阴性和孕激素受

体(progesteronereceptor,PR)阴性有关(均 P<
0.05),见表1。
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a:乳腺结节组织PXDN阴性表达;b:乳腺癌组织PXDN轻度染色;c:乳腺癌组织PXDN中度染色;d:乳腺癌组织PXDN重

度染色。
图2 乳腺癌组织和良性组织PXDN染色结果(ICH,×100)

 表1 乳腺癌组织PXDN表达与临床资料的关系 例

临床参数 例数

PXDN
低表达

(n=16)

PXDN
高表达

(n=39)
χ2 P

年龄/岁 0.9400.332
 ≤55 22 8 14
 >55 33 8 25
肿瘤直径/cm 3.2650.071
 ≤3 24 10 14
 >3 31 6 25
淋巴结转移 6.2970.012
 阴性 43 16 27
 阳性 12 0 12
TNM分期 2.4830.115
 Ⅰ+Ⅱ 40 14 26
 Ⅲ+Ⅳ 15 2 13
ER 6.4250.011
 阴性 17 1 16
 阳性 38 15 23
PR 7.1100.008
 阴性 22 2 20
 阳性 33 14 19
Her-2 0.2330.629
 阴性 37 10 27
 阳性 18 6 12

2.3 PXDN表达与乳腺癌患者生存时间的关系

PXDN高表达组中位无瘤生存时间为53个

月,PXDN低表达组中位无瘤生存时间为61个月,
差异有统计学意义(χ2=4.185,P=0.041,图3a)。
PXDN高表达组术后中位总体生存时间为64个

月,PXDN低表达组中位总体生存时间为73个月,
差异有统计学意义(χ2=4.315,P=0.038,图3b)。
2.4 乳腺癌预后Cox多因素分析

Cox多因素回归分析显示,ER、PR、Her-2是

影响乳腺癌无瘤生存的有意义风险因素(均P<
0.05);ER、PR、Her-2和PXDN表达是影响乳腺

癌总体生存的有意义风险因素(均 P<0.05),见
表2。

3 讨论

有研究显示〔7〕,PXDN在多种上皮来源的恶性

肿瘤细胞中异常表达,并参与了肿瘤细胞的增殖、
侵袭和转移等生物学过程。Jayachandran等〔8〕报

道称转移性黑色素瘤组织PXDN、NTN4和GLIS3
表达明显上调,其中PXDN高表达与黑色素瘤细

胞 侵 袭 特 性 密 切 相 关。Khan等〔9〕利 用GEO和

a:PXDN高表达和低表达乳腺癌患者无瘤生存曲线;b:PXDN高表达和低表达乳腺癌患者总体生存曲线。
图3 乳腺癌患者生存曲线
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表2 Cox多因素分析乳腺癌患者预后影响因素

因素
无瘤生存

HR P 95%CI

总体生存

HR P 95%CI
年龄 0.135 0.171 0.016~1.215 0.453 0.364 0.082~2.531
肿瘤直径 1.084 0.881 0.364~3.223 1.953 0.153 0.774~1.889
淋巴结转移 1.077 0.543 0.848~1.367 1.140 0.775 0.458~2.919
TNM分期 2.451 0.164 0.693~8.696 0.896 0.486 0.657~1.227
ER 1.568 0.001 1.195~2.058 1.283 0.002 1.092~2.509
PR 1.260 0.032 1.020~1.556 1.826 <0.001 1.589~2.098
Her-2 1.235 0.018 1.159~1.375 1.358 0.040 1.185~1.534
PXDN表达 1.813 0.579 0.056~2.894 7.781 0.013 1.463~3.091

TCGA数据库对卵巢癌组织PXDN 表达进行分

析,结果显示PXDN在卵巢癌组织也呈高表达,且
与患者不良预后有关。Lázár等〔10〕研究称前列腺

癌细胞中PXDN和Snail1高表达,PXDN可能促

进肿瘤细胞上皮-间叶样表型转化,进而参与肿瘤

的侵袭转移。最新研究显示〔11〕,上皮来源的恶性

肿瘤中PXDN表达异常,并且在不同类型肿瘤的

表达差异较大。如 Holmila等〔12〕报道称肝细胞癌

组织中PXDN表达上调,高表达PXDN与患者不

良预后有关。Sitole等〔13〕则发现宫颈癌组织中

PXDN表达下调。本研究首次对乳腺癌组织PX-
DN表达进行分析,结果显示乳腺癌组织PXDN
mRNA相对表达水平和免疫组织化学染色评分均

明显高于乳腺良性结节组织,说明PXDN在乳腺

癌组织高表达,为其作为乳腺癌评估指标的可能提

供了依据。
Wong等〔14〕研究显示PXDN的表达与肝细胞

癌淋巴结转移、TNM分期和组织学分级有关,PX-
DN阳性表达的患者术后生存时间较阴性表达患

者明显缩短。本研究进一步对PXDN与乳腺癌患

者临床资料的相关性进行分析,结果显示乳腺癌组

织PXDN表达与年龄、肿瘤大小、TNM分期、Her-2
表达情况无关,但与淋巴结转移、ER阴性和PR阴

性有关。ER、PR阴性乳腺癌细胞分化较差,属于

非激素依赖性肿瘤,对内分泌治疗不敏感,患者预

后较差。侵袭、转移是乳腺癌治疗失败、不良预后

的主要原因。本研究结果显示PXDN与淋巴结转

移、ER、PR阴性等乳腺癌不良预后指标呈正相关,
提示PXDN 很可能与乳腺癌的不良预后有关。
Soudi等〔15〕报道称PXDN与卵巢癌细胞的侵袭、转
移有关,PXDN介导的这种生物学行为可能是通过

激活PI3K/Akt信号通路实现的。但是PXDN在

乳腺癌中是否具有类似的作用机制仍需要进一步

研究。
为了证实上述推测,本研究调查了肿瘤外科的

随访数据库,结果显示PXDN高表达组总体生存

时间和无瘤生存时间均明显低于PXDN 低表达

组,说明PXDN高表达与乳腺癌患者较差生存预

后有关。Yang等〔16〕采用 Kaplan-Meier法对不同

PXDN表达卵巢癌患者生存率对比观察,结果发现

PXDN低表达患者5年生存率为42.4%,明显高

于PXDN高表达患者(20.5%),该研究进一步计

算得出PXDN高表达是卵巢癌不良预后的风险因

素之一。本研究采用Cox多因素回顾分析了影响

乳腺癌生存时间的因素,结果显示PXDN表达是

影响乳腺癌总体生存时间的危险因素,但不是无瘤

生存时间的危险因素。有学者发现PXDN高表达

同时属于肝癌无瘤生存和总体生存的独立危险因

素〔17〕,与本研究结果存在差异,这可能与本研究样

本量偏少,以及随访时间不长有关,需要大样本和

多中心研究,以找出差异的原因。此外,本研究仅

对PXDN表达和乳腺癌临床特征进行回顾性分

析,其对乳腺癌细胞生物学行为的影响以及相关调

控机制仍需要进行研究。
综上所述,乳腺癌组织PXDN表达上调,PX-

DN高表达是影响乳腺癌患者总体生存时间的独

立危险因素。
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